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1 -1 カチオン化 SOD(Cat-SOD)によるマクロファージにおける活性酸素消去作用の改善
1 -a Cat-SODの合成および物理化学的特性
? ???????? Stimulated 
カチオン化 SOD(Cat-SOD)は、 1，6-hexamethylenediamineを SODのカルボキシル基に導入す
ることにより合成し、クロマトフォーカシングにより等電点が 9.0以上のものを回収して本実験
に用いた。マンノース修飾 SOD(Man-SOD)は、 2-imino-2-methoxyethyll-thiomannosideを SOD
のアミノ基に導入することにより合成した (Fig.2)。各誘導体の酵素活性は化学修飾に伴い若干減
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Fig. 2 Chemical structures of Cat-SOD (A) and Man-SOD (B). 
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Fig. 1 Schematic structure of NADPH oxidase. 


























り評価した (33)0Fig. 3に示すように 2種類の実験を行ったが、すなわち PMA添加時に SODあ3，200 (100) 32，000 24.0 SOD 
および最るいは Cat-SODを共存させ各タンパク質自身の活性酸素消去能を調べる連続接触実験、2，675 (83.6) 34，000 35.0 Cat-SOD 





1) The degree of modification of amino groups was determined by measuring the amount of fre amino groups 
with trinitrobenzene sulfonic acid using glycine as a standard. 
2) The molecular weight of SOD derivatives was estimated by HPLC. The apparent molecular weight of SOD 
derivatives was determined by the calibration curve obtained from the marker proteins. 
3) Enzymatic activity of SOD was determined by the nitroblue tetrazolium reduction method using an SOD test 
kit. Numbers in parentheses are retained enzymatic activity expressed as the percentage of nativc enzymc. 
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Fig. 3 Experimental procedures of inhibitory effect of SOD or SOD derivatives on superoxide anion 
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培地に懸濁させて播種し、 2時間後に非接着の細胞を除くことによりマクロファージを得た。その
Concentration (U/ml) 
Fig. 4 Inhibitory effect of SOD and Cat-SOD on superoxide anion release仕ommacrophages in 
~ontinuous exposure ~x_periment ~h ere are statistical1y significant differences from native Sc5D by 
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Fig. S Inhibitory effect of SOD and SOD derivatives (A; 300 U/ml) or Cat・BSA，Inactivated Cat-
SOD and Cat-SOD (B; 100μg/ml) on superoxide anion release仕ommacrophages in p阿佐ea伽lent
experiment. There are statistically significant differences by Student' s t-test: *; p < 0.001. 
Control 
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Fig. 6 Effect ofincubation time and temperature on inhibitory effect of SOD and Cat-SOD (300 U/ml) 
on superoxide anion release仕ommacrophages. There are statistically significant differences by 





いる Man-SODによる効果よりも優れたものであった。また、カチオン化した bovineserum albumin 
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Fig. 7 Effect of colchicine (SOμg/ml) on inhibitory effect of Cat-SOD and Man-SOD (300 U/ml) on 
superoxide anion release仕ommacrophages. There are statistical1y significant differences by Student' s 
t-test: *; p < 0.05， **; p < 0.001. 
- 7-
を含む NaOH水溶液で可溶化し、細胞に取り込ま問インキュベートした後、細胞を TritonX -100 との比較検討を行うため、放射標識体を用いた細胞取りに有用性が明らかにされている Man-SOD
れた放射活性並びにタンパク含量を測定し、単位タンパク量当たりの取り込み量を求めた。その結
込み実験を行った。
Cat-SODは 370Cにおいて未修飾 SODよりも高い細胞取り込みを示した (Fig.8)。比較のた果、




370Cにおいて細胞内に内在化されていることが示唆された。り込みの低下が見られ、diethylenetriaminepentaacetic acid 二官能性キレート試薬らの方法 (34)に従い、Hnatowich 
エンドサイトーシス阻害剤の影響2-c 
1I1n 
(DTPA)を SODあるいは SOD誘導体のアミノ基に導入後， IIIInC13を結合させることにより
標識を施した。








細胞取り込み実験では、放射標識した SODあるいは SOD誘導体を含む HBSSを細胞と
C 
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Fig.8 Cellular association time-courses of [111In]SOD (A)， C1IIn]Man-SOD (B) and [l1In] Cat-SOD 
(C) (1.0μεIml) in macrophages. 




Fig. 10 Confocal microscopic images of FITC-Iabeled SOD and Cat-SOD (100μg/mI) in 
macrophages. The cells were incubated with SOD at 37
0C for 3 hr (A)， with Cat-SOD at 3 70C for 10 min 
(B)， 30 min (C)， 1 hr (D)， 3 hr (E)， at40C for 3 hr (F)， or at 37
0C in the presence of colchicine (50μg/ml) 
for 1 hr (0). 
- 9-
120 
Fig. 9 Effect of coIchicine (50μg/mI) on ceIlular association of [1I1In] Cat-SOD and C
1In] Man-SOD 
(1.0μg/ml) in macrophages. There is statistically significant difference by Student' s t-test: *; p < 0.05， 
**; p < 0.001 
- 8-
100 
Cellular Association (% of Control) 





Fig. 11 Confocal microscopic images of FITC-labeled Man-SOD (100 ~/ml) in macrophages. The 
cells were incubated at 370C for 10 min (A)， 30 min (B)， 1 hr (C)， 3 hr (D)， at40C for 3 hr (E)， or at 37
0C 
in the presence of colchicine (50μg/ml) for 1 hr (F). 
った。その結果、 Man-SODでは 20%以下にまで取り込みが阻害されたのに対し、 Cat-SODでは

























































































































Human c-myc cDNA 51.…. (ATGCCCCTCAACGTTAGCTT)…・'31
Antisense Oligo 31…・(TACGGGGAGTTGCAATCGAA)…"51
Sense Oligo 31・…・ (TTCGA下TGCAACTCCCCGTA)…，51
Missense Oligo 31..... (ATCGGGGTGAAGCTT ACGTT) ...51 
Fig. 12 Schematic s仕ucturesof P-Oligo (A) and S-Oligo (B) and sequences ofhuman c-myc cDNA 
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またはサイトゾルであることから、細胞に取り込まれた後の細胞内におOligoの標的部位は核、
Cell Number (% of Control) 
Fig. 13 EfIect of human c-myc Oligo on U937 ceIl proliferation. The cells were incubated with Oligo for 
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Fig. IS CeIlular association time-courses of [35S] P-Oligo， C5S] PS3・OIigoand [35S] S-OIigo (1 MM) in 
macrophages. 
S-Oligo 
Fig. 14 Cellular association time-courses of e5S] P-Oligo and e5S] S-Oligo (1μM) at 370C !l FBS・
仕eemediuIl1~ (A)， and effect of FBS in the medium on cellular association of ['>"P]P-Oligo， ['>"P] PS3・
Oligo and ['>":P]S-Oligo (1凶1)at 370C for 1 hr (B). 




とも経時P-Oligo Fig. 14Aに放射標識した Oligoの細胞取り込みの経時変化を示す。 S-Oligo、




~ig~_16 Confocal microscopic images of FITC-labeled P-Oligo (1μM) in U937 cells for 1 hr (A)， 3 





























? も重量比で 1:4で Lipofectinと混合した複合体とした時にもっとも高い細胞取り込みを示した
Oligoの取しかしながら、それ以上に Lipofectinを添加すると細胞取り込みは減少し、(Fig. 19)。Fig. 17 Confocal microscopic images of FITC-labeled S-Oligo (1μM) in U937 cells for 1 hr (A)， 3 
hr (B) and 5 hr (C). 
200 
• : S-Oligo 
口:P-Oligo c 
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Fig. 18 In仕acellularlocalizanon ofFITC-labeled S-Oligo (1μM) in U937 ceJls after 1 hr incubation 
at 370C. (A); FITC-labeled S-Oligo， (C); nuclear staining with PI， (B); dual image of (A) and (C). 
Fig. 19 CelluJar association of [3sS]P_Oligo and esS] S-Oligo (1μ恥1)complexed with Lipofectin by 













~ig. 20 Effect of Lipofectin on intracellular localization of FITC・labeledP-Oligo (1μ.M) in U937 cels. 







Fig. 21 Effect of Lipofectin on intracellular localization of FITC-labeled S-Oligo (1μ.M) in U937 cells. 
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Ratio of Lipofectin to Oligonucleotides (w/w) 
Fig. 22 Effect of human c・mycOligo (1μ.M) complexed wi血 Lipofectinon U937 cell proliferation. 

























51….. (ATGGCTTGCCCCTGGAAGTT) '" "31 
31 ・…(TACCGAACGGGGACCTTCAA)…一51
31…• (TTGAAGGTCCCCGTTCGGT A)…，，51 
31"…(ATCCGTTCGGGGTCCAACTT)…"51 
Fig. 23 Sequences of murine iNOS cDNA and antisense， sense and missense Oligos. 
Stimulate with Thioglycolate Broth 
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Fig. 2S EfIect of murioe iNOS P-Oligo (A) or S-Oligo (B) 00 NO release from macrophages. 
Control 
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Fig. 26 EfIect of murioe iNOS aotiseose S-Oligo (10μM) 00 NO release仕ommacrophages 
stimulated by IFN-y alone (A)， or IFN-y aod LPS (B). 
I -2 iNOSに対する Oligoによるマクロファージの NO産生抑制効果
前節において、 U937細胞を用い Oligoの細胞取り込み特性とカチオン性リボソームによる細胞
内動態の変化、さらに生物学的効果発現との関連について整理してきた。そこで本節ではマクロフ







Fig. 27 ConfocaI microscopic images of FITC・labeledS-Oligo (1.0μM) io macrophages. The cells 






インターフエロン y(IFN-y)を添加し、その後 48時間までに培地中に放出された NOの代謝物で

















DOTMA : DOPE = 1 : 1 (w/w) 
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DOSPA: DOPE = 3・1(w/w) 
N-[1・(2，3・dioleyloxy)propyl)-N， N， N-
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DMRIE : Cholesterol = 3 : 1 (mol/mol) 
1 ， 2-dimyristyloxypropylー3-dimethyトhydroxy
ethyl ammonium bromide (DMRIE) 
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HMf拭いた似
Fig. 29 Confocal microscopic images of FITC-labeled S-Oligo (0.2μM) in macrophages The cells 
were incubated with S-Oligo alone (A)， Lipofectin complex (B)， DMRlE-C complex (C) or 
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Fig. 30 Effect of murine iNOS S-Oligo complexed with Lipofectin (1:6 w/w) on NO release仕om
macrophages. There are statistically significant differences by ANOV A: *; p < 0.0] . 
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守
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Fig. 31 Short-time exposure experiment of biological effect of murine iNOS antisense Oligo 
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Oligonucleotides (μM) 
60 ス効果が明確であった IFN-y2.5 IU加lおよび LPS50 nglmlを同時に添加することによりマクロ
ファージを活性化させた条件を選択した。それにも関わらず Lipofectinとの複合体では S-Oligo
をいず、れの濃度で添加しでも効果は現れなかった (Fig.32A)。これに対し LipofectAMlNEとの複
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Fig. 32 Effect of murioe iNOS S-OIigo complexed with Lipofectio (A) or LipofectA MINE (B) 00 NO 
release仕ommacrophages in short-time exposure experimenL There are statisticalIy significant 
differences by ANOVA: *; p < 0.01. 
血管内皮細胞由来血管弛緩因子 (EDRF)の本体が NOであることが提唱されて以来、 NOの持
つ多彩な生理的作用が循環器系だけでなく中枢神経系や免疫担当細胞などにおいて明らかにされ




る一方 (58・60)、敗血症時におけるエンドトキシンショックへの関与 (54)や NOとスーパーオキ
サイドアニオンとの反応により生ずる peroxynitrite(ONOO-)が強力な傷害性を有するといった報



















せた (Fig.31)。さらに、 Fig.27Bに示した検討において NOが顕著に産生され、かつアンチセン
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Fig. 33 NOS isoforms. 
- 26- - 27-
で iNOS阻害剤の開発が行われているが、八戸-monomethyl-L-arginine(L-NMMA)やが-nitro-L-



















は phosphorothioate化修飾を 3'末端から 3個のリン酸結合部位に対して行ったが、細胞取り込
みも低くアンチセンス効果を発揮するには到らなかったことから、修飾が不十分であると考えられ








































pDNAを医薬品として直接生体内に投与することにより治療上有効なタンパク質を発現させ、その 7.1 kbp 
それを実現
するための遺伝子導入キャリアーとしてカチオン性リボソーム (83-85)、pH感受性リボソーム
(86-88)、膜融合リボソーム (89，90)、ポリアミノ酸 (91-94)、カチオン性ボリマー (95-97)などが
効果を期待する invivo遺伝子治療法の確立を目指した研究が活発に展開されており、
Col E1 













































? ? ? ? ?
』?
??




















Fig. 35 Cellular a路ociationtime-courses of [
32p] pDNA (0.1μg/ml) in resident macrophages (A)， 
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(104， ] 05)。
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Fig.38InhibiHon of cellular assoda60n of [32plpDNA with resident macrophages at40C by salmon 
sp~r~ D~~.. T~e ~~l}s were incubated with a tracer amount of e2p]pDNA for 3 hr in the presence of O.ト10






Fig. 36 Concen仕ationdependence of [
32p]pDNA binding in resident macrophages represented by a 
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Fig. 39 In仕acellularlocalization of tluorescein-labeled pDNA (5.0μg/ml) in resident macrophages. 
Th~ ~el1 s. ~~~e .iE.c~bated f~)f 3_ ~r at.3 ~oC ~A)~ _or:+ oC (B). The uptake waS inhibited by the presen2e of 50 
μg/ml poly[I] (C)， but not by 50μg/ml poly[C] (D). 
B 
lllIIlI四日|+ Dextran Sulfate (50μg/ml) 
+ EDTA (2 mM) 
A 
N.D. 
20 40 60 80 100120140 。。14012010080 60 40 20 
Cellular Association (% of Control) 
Fig.37InhiMUon of cellular assoda60n of [32plpDNA with resident macrophages at40C(A)or 
370C (B). The cells were incubated with 0.1μg/ml [円pDNAfor 3 hr in the presence of various inhibitors. 
There are statistical1y significant differences by ANOVA: *; p < 0.01. N. D.; not determined. 









とデキとデキストラン硫酸によって強い阻害が見られたものの、基質ではない poly[C]る poly[I]となった (Fig.36B)。最大結合量 (Bmax)が 0.81μg/mg-protein離定数 (Ko)が 0.30μg/ml、
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を認識している可能性が示された。 Time (hr) 
Fi~. 41 Cellular association time-courses of e2p] pDNA (0.1μ.g/ml) in CHO ceIls and CHO(SRA) 

















込みは poly[1]によって阻害され、 poly[C]では影響を受けなかった (Fig.39C、
39A)。
Fig.42Confocal microscopic images of DiLAc-LDL uptake by wild
-Wpe(A)or SRA-deEcient(B) 






























iDJ日 μm pDNAを認識しないことが示唆された (Fig.40C)。
スカベンジャーレセプター欠損マウス由来マクロファージにおける取り込み特性2-b 
Fig. 40 Confocal microscopic images of DiI-A c・LDLuptake by CHO celIs CA) and
 CHOCSRA) cells 
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一一--ー SRA-deficientat 3rC 
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Fig. 45 Inhibition of celIular association of [32p] pDNA (0.1μg/ml) with wiId-type (open bars) and 
SRA・deficient(cIosed bars) macrophages at 40C. These cel1s were incubated for 3 hr in the presence of 
various inhibitors (50μg/ml). There are statisticalIy significant differences by ANOV A: *; p < 0.01. 
Time (hr) 
Fig. 43 Concen仕ationdep~!1dence Of[32p]pDNA binding at_~C f(_>r} _hr (A) and ~ellular association 
























Fig. 44 Confocal microscopic ima_g~s o~ ~uorescein-Iabeled pDNA uptake by wild-type (A) or SRA-




Fig. 46 Tissue dis仕ibutionof e2p] pDNA 10 min after in仕avenousinjection in wild-句'pe(closed bars) 
and SRA-deficient (open bars) at a dose of 1 mg/kg. 































を Fig.46に示すが、静脈内投与 10分後における臓器分布は SRA欠損マウス、野生型ともに肝











は、核酸では pDNA自身と poly[1]の他に、二本鎖 DNAである poly[d1:dC]によってわずかに
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Celular Association (% of Control) 
まず、pDNA処理によってマクロファージが産生する様々な炎症メディエーターについて検討を
行った。実験としては pDNA単独の場合と、 Lipofectinとの複合体として投与する場合とで行っ
た。その結果を Table2にまとめたが、 pDNA単独の場合には NOはほとんど産生されず、イン
ターフエロン (IFN)活性も検出限界以下であった。これに対し TNF-α は pDNAを 10μglml以
上添加した際に有意に産生され、添加量を 100μglmlまで上昇させても産生量に飽和は見られず、
活発に培地中に放出されていた。
Lipofectin複合体として添加した場合 NO産生はわずかに増強され、 pDNA5.0μg/ml: Lipofectin 
25μg/mlにおいてコントロール条件との聞に有意差が認められた。また、 1FN活性と TNF-α につ
いては pDNA単独で検出できなかった 1.0μglmlにおいても、 Lipofectinとの複合体とすること
によってそれぞれの活性が認められた。 pDNA単独 100陀加!と pDNA5.0μglml: Lipofectin 25 

















+ Dextran Sulfate U ** 
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+ Heparin n ** D 
NO release (μM) IFN activity (IU/ml) TNF-α(pg/ml) 
Contro1 2.52:t 0.766 < 1.4 85.0 :t 6.87 
pDNA 1.0μg/ml 1.49 :t0.465 < 1.4 81.9士4.29
pDNA 10μglm1 3.14士0.547 < 1.4 134.1士2.57
pDNA 100μg/ml 4.10 :t 0.846 <卜4 2006.0 :t 458 
Control 1.74 :t 0.821 <1.4 71.0士14.6
+LpiDpoNfeA et1iI105μ.0g/μmgl /ml 1.39 :t 0.657 9.6 211.2士1.72
LpipDoNfeAeti5I1.05μ.60 ml 4.22 :t 0.383 32.5 385.3 :t 48.9 + Lioofectin 2μg/ml 
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Fig. 47 Inhibition of celIular association ()fJ3~PJpDN~ (0.1μg/ml) with resident macrophages by 
nucleic acids (A)， modified LDL (B)， modified BSA (C) or polysaccharides (D) (50μg/ml). There 













ことが知られている (52)。そこで、 pDNAによるマクロファージの活性化が LPSの混入によるも
マクロファージは LPSによって活性化され、ところで、




amebocyte lysate assayによって確認したが、 0.022ng怜 pDNA以下と十分に少量であったことか
1000 1200 800 600 400 200 。
さらにサケ精子 DNAでは TNF-αLPSによって活性化しているのではないことが示された。り、
TNF-α(pg/ml) 
Fig~ ~O _~ro_duc~on of TNF-α 仕omresident macrophages by polyanions (50μg/mI)・Thcreare 





48 n寺定であり、て産生量は直線的に増大した (Fig.49)。その後の培地中の TNF-α 活性はほぼ
TNF-α の誘導特性と pDNAの取り込み特性との関連3 -b 









safmon sperm DNA 
された。しかしながら、ヘパリンにはこのようにマクロファージを活性化させるような作用はなく、4000 3000 2000 1000 。
取り込み機構と活性化機構とは直接関連していないことが示唆された。TNF-α(pg/mり




















SRの関与が示唆されたものの、識特性からポリアニオンの立体構造を特異的に認識する50 40 30 20 10 
。。
はその取り込みに影響を及ぼさな









































































ヌクレオチド (Oligo)をとりあげ、マクロファージに存在する nitricox ide (NO)介成併ぷ
















































ヒト型遺伝子組み替え Cu，Zn-superoxide dismutase (SOD: 1トSer)は旭化成株式会社より供与さ
れたものを用いた。ウマ心臓 ferricytochromec (Type VI、Cytc)、phorbol-12-myristate-13-acetate
(PMA)、fluoresceinisothiocyanate (FITC)および colchicineは Sigma社より購入した。["'In]InCI3
は日本メジフィジックス株式会社より供与されたものを用いた。
(2) SODの化学修飾
( 1) cationized SOD (Cat-SOD)の合成(120)
2M 1， 6-hexamethylenediamine水溶液 30mlに 10%SOD溶液を 5.0ml滴下し、 30分間、氷
冷下で撹持した。その後、 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-carbodiimidehydrochloride (EDC) 0.5 
gを加え 1時間撹枠し、さらにもう一度 EDCO.5gを加えた。全ての操作中、反応液の pHは 6.5
に固定した。一晩室温で反応させた後、水に対して透析を行い限外液過および凍結乾燥により、粗
Cat-SODを得た。さらに、クロマトフォーカシングにより等電点が 9.0以上の画分を採取し、限
外鴻過および凍結乾燥により精製 Cat-SODを得た。 cationizedbovine serum albumin (Cat-BSA)も
同様の方法で合成した。
( 2) mannosylated SOD (Man-SOD)の合成(121) 
マンノース修飾 SOD(Man-SOD)は、 Leeらの方法に従い合成した。 mannose7.5 gを acetic
anhydride ] 0 ml中室温で 3時間撹枠後、 30%HBr/ AcOH 20 ml中冷所で一晩インキュベーション
しアセトハロ糖を調製した。次いで、これを thioureaと ]:1のモル比で acetoneに溶解後 15分
間還流し、反応生成物 4.5gと CICH2CN3.33g、K2C031.49g、NaHS031.95 gを水/acetone(1: 1) 20 
ml中で 2時間氷冷下で反応させ、 cyanomethyl2ム4，6-tetra-O-acety1-1-thiomannoside (CMN-
thiomannoside)を合成した。得られた CMN-thiomannosideを MeOH中 0.01M CH30Naと室温
で一晩インキュベートし 2-imino-2-methoxyethy1 1-thiomannoside (IME-thiomannoside)を合成し
た。最終的に、 SOD100 mgを含む 50mM borate buffer (pH 9.5) 10 mlに IME-thiomannosideを


















Hodgson らの方法 (124)に従い、 Cat-SODを過酸化水素で処理することにより行った。
( 5] SODおよび SOD誘導体の放射標識体及び蛍光標識体の合成
( 1) 1I1n標識
Hnatowich らの方法(125)に従い二官能性キレート試薬 diethylenetriaminepen taacetic acid 
(DTPA)を用いて CII1n]1nC13により放射標識した。Cat-SOD10 mgを 0.1M HEPES buffer (pH 7.0) 
1 m]に溶解し、dimethylsulfoxide (DMSO)に溶解した DTPAを 10μ1(タンパク質の 2倍当量)加
え、 30分間室温で反応させた後、 SephadexG-25カラムを用いたゲル穏過により未反応 DTPAを
除去、限外鴻:過により濃縮した。次いで、 0.1M acetate buffer (pH 6.0) 20μ!と C1ln]InC13溶液 (74
MBq/ml) 20μ!の混液に 40μlの DTPA結合 Cat-SODを加え 30分間室温で、放置することにより
標識を行った後、 SephadexG-25カラムを用いたゲル液過および限外癒過により精製した。
(2) FITC標識
SODならびに SOD誘導体の FITC標識体は Monsigny らの方法(126)に従い合成した。タン




対して透析を行い、限外積過および、凍結乾燥により精製 FITC標識 SODならびに SOD誘導体を
得た。
( 6 ]惨出性マウス腹腔マクロファージの単離と培養
ICR系雄性マウス (5週齢)に TGC培地(日水製薬株式会社)を腹腔内に投与し、 4 日後に
RPMI1640培地(日水製薬株式会社)を用いてマウス腹腔より単離した。単離したマクロファージ
は、 10%ウシ胎児血清 (FBS)を添加した RPM11640培地に懸濁させて播種し、2時間後に洗浄
して接着しなかった細胞を取り除き、 一晩培養した後実験に用いた。
( 7] SODおよび SOD誘導体による活性酸素消去効果
マウス腹腔マクロファージに PMAを添加することにより放出されるスーパーオキサイドアニ
オンを cytochromec (Cyt c)法により測定し、 SODおよび SOD誘導体の活性酸素消去能を評価し
た。
( 1 )連続接触実験
細胞を Hanks'balanced salt solution (HBSS、日水製薬株式会社)で洗浄後、SODあるいは Cat-SOD
と Cytcおよび PMAを同時に加え、スーパーオキサイドアニオンの生成を測定した。
( 2 )前処理実験







(8) SODおよび SOD誘導体のマウス腹腔マクロファージによる invitro取り込み実験
細胞を HBSSで洗浄し、実験する温度 (370Cあるいは 40C)で 20分インキュベートした。そ
の後、 HBSSを取り除き 1I1nで放射標識した SODあるいは SOD誘導体を含む HBSSを加えた。





細胞を HBSSで洗浄し、実験する温度 (370Cあるいは 40C)で 20分インキュベートした。そ
の後、 HBSSを取り除き FITC標識した SODあるいは SOD誘導体を含む HBSSを加えた。細胞












( 2 ]オリゴヌクレオチ ドの設計
( 1 )ヒト c-mycに対する Oligo






ったもの (S-Oligo)、および phosphorothioate化修飾を 3'末端から 3個のリン酸結合部位に対し
て行ったもの (PS3-01igo)の 3種を用いた。
( 2 )マウスiNOSに対する 01igo
マウス inducible nitric oxide synthase (iNOS) の開始コドンから 20 塩基
(ATGGCTTGCCCCTGGAAGTT)に相補的な配列 (AACTTCCAGGGGCAAGCCAT)をアンチセ ン
ス配列として選択した 。アン チセンス効果の対照としてセンス配 列
(A TGGCTTGCCCCTGGAAGTT)、ならびにアンチセンス配列中のアデニン残基とチ ミン残基を入
れ替えたミスセンス配列 (TTCAACCTGGGGCTTGCCTA)を選択した。リン酸結合部位としては天
然体 (P-Oligo)、および phosphorothioate化修飾をすべてのリン酸結合部位に行ったもの (S-Oligo)
の 2種を用いた。
( 3 ]細胞の単離と培養
( 1 )ヒト白血病細胞株 U937細胞





マクロファージは、 10%FBSを添加した RPM11640培地に懸濁させて播種し、 2時間後に洗浄し
て接着しなかった細胞を取り除き、 一晩培養した後実験に用いた。
( 3 )惨出性マウス腹腔マクロファージ






Oligoの 5'末端の水酸基を [y_32p]ATPと T4polynucleotide kinase (宝酒造株式会社)でリン酸
化することにより行った。
( 2 )、標識
Oligoの 3'末端に [α_32p]ddATPを terminaldeoxyribonucleotidyl transferase (宝酒造株式会社)
を用いて付加することにより行った。
(4) Oligolカチオン性リボソーム複合体の調製
まず等量の RPMI1640 もしくは Opti-MEM(GIBCO-BRL社)から成る Oligo溶液およびカチ
オン性リボソーム溶液を調製し、室温で 30分間放置した。その後、 Oligo溶液をカチオン|企リボ
ソーム溶液に少量づっ添加して混合した後、約 20分間室温放置したものを用いた。
( 5] c-mycに対する Oligoによる細胞増殖抑制の評価
U937細胞を 10%FBSを添加した RPM11640培地に懸濁させて 24穴フレートに 1 X 10
4 
cells/wellで播種した後、 Oligo単独もしくはカチオン性リボソームとの複合体を添加した。添加し
てから 4 日後細胞を回収し、細胞数を MTT法(128)により測定した。
(6) iNOSに対する Oligoによる NO放出抑制の評価
( 1) Oligo単独による効果
96穴プレートに構種された惨出性マウス腹腔マクロファージを RPMI1640培地で洗浄した後、
10% FBSを添加した RPM11640培地を加え、 Oligoを添加した。 12時間後 50lU/m] 1FN-yを添
加し、さらに 48時間インキュベートした後培地を回収し、 nitriteの量を測定した。
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( 2 )一定比率で調製した Oligolカチオン性リボソーム複合体による NO放出抑制の評価
96穴プレートに播種された惨出性マウス腹腔マクロファージを RPM11640培地で洗浄した後、
10% FBSを添加した RPM11640培地を加え、重量比 1:6に調製した Oligolカチオン|主リボソーム
複合体を添加した。 12時間後 501U/ml 1FN-yを添加し、さらに 48時間インキュベートした後培
地を回収し、 nitriteの量を測定した。
( 3 )一定量のカチオン|全リボソームと調製したOligolカチオン性リボソーム複合体による NO放
出抑制の評価
96穴プレートに播種された惨出性マウス腹腔マクロファージを Opti-MEMで洗浄した後、 7.2
μgのカチオン性リボソームと Oligoとの複合体を添加した。 6時間後細胞を洗浄し培地を 10%
FBSを添加した RPM11640培地に換えてさらに 6時間培養した。その後 2.51U/m! 1FN-yと 50
ng/ml LPSを添加し、さらに 48時間インキュベートした後培地を回収し、 nitriteの量を測定した。
( 7) nitriteの定量
NOの代謝物である nitriteを定量することにより評価した。凶収したサンフルと等存置の Griess
試薬とを混合し室温で 10分間放置した。その後 550nmにおける吸光度を測定し、 NaN02を際
準物質として nitriteを定量した。
( 8) 01igoの invitro取り込み実験
( 1) U937細胞における取り込み実験
細胞を RPMI1640培地で洗浄した後、 24穴プレートに 3.5 X 10
4 cellslwellで播穐した後、 32p
もしくはおSで放射標識した Oligo単独もしくはカチオン性リボソームとの複合体を添加した。
細胞を一定時間インキュベートした後、氷冷した phosphate-bufferedsaline (PBS)で洗浄し、 0.1%
Triton X-IOO含有 0.3MNaOH 水溶液で、細胞を可溶化した。その溶液を回収し放射活性を測定し、




を添加した。細胞を 一定時間インキュベートした後、氷冷した phosphate-bufferedsaline (PBS)で





細胞を RPMI1640培地もしくは HBSSで洗浄し、 FITC標識した Oligo単独もしくはカチオン
性リボソームとの複合体を添加した。細胞を一定時間インキュベートした後、氷冷した HBSSで
洗浄し、 10%中性緩衝ホルマリン溶液で 30分間インキュベートして固定した。核を染色する際
には固定した細胞をさらに 15陪 ImlRNase A (type l-A、Sigma社)で 37
0C、20分間処陀し、さら








( 1 ]モデル pDNAおよびカチオン|主リボソーム
firefly luciferase発現ベクタ-pCMV-Lucは、 pGL3-controlベクターから切り出した cDNAフ
ラグメントを、pcDNA3ベクター (Invitrogen社)のマルチクローニングサイト (HindII / Xba 1サ
イト)に挿入することにより作成した。 pDNAは、 大腸菌 DH5αにtransformした後、 2X YT 出
地中で増殖させ、 pDNA精製キット QIAGENPlasmid Giga Kitと EndoFreePlasmid Buffer Set (と
もに QIAGEN社)により抽出・精製を行った。 pDNAは、 endotoxin-freeの生理食塩ノkに 1μg/μl
の濃度で溶解させ凍結保存した。精製した pDNA中のエンドトキシン量は Limulusamebocyte 
lysate assayによって確認したところ、 0.022ngl陀 pDNA以下であった。znνitro細胞取り込み実験、
inνivo分布実験に際しては、 pDNAをニックトランスレーション法により 32p 標識したものを用





第H章(3 ] ( 2 )と同様の方法で、行った。
( 2) Chinese Hamster Overy (CHO)と CHO(SRA)細胞
CHO細胞は大日本製薬より購入した。10%FBSを添加した Ham'sF・12培地(日水製薬株式会
社)で培養した。クラス A スカベンジャーレセプタ一安定発現細胞株 CHO(SRA)細胞は、大阪大
学大学院薬学研究科土井健史教授より供与して頂いたものを用い、 CHO細胞と同様にして培養し
た。
( 3 )クラス A スカベンジャーレセフター欠損マウス由来常在性腹腔マクロファージ
クラス A スカベンジャーレセフター欠損マウスは中外製薬創薬資源研鈴木宏志氏、東京大学児
玉龍彦教授らによって作成されたもの(l09)を供与して頂き実験に用いた。常在性マウス腹腔マ
クロファージの単離は (2) (1) と同様の方法で行った。
( 3 )スカベンジャーレセプターの機能確認
CHO(S孔生)細胞とスカベンジャーレセフター欠損マウスより採取したマクロファージにおける
スカベンジャーレセプターの機能は、 1，!'dioctadecy 1-3ム3'，3'-tetramethyl-indocarbocyanine 




















た。 l日自に 96穴プレートにマウス繊維芽細胞 L細胞を 3X 105 cellsずつ橋く 。2日1にサ











直ちにルミノメーター (LumatLB 9507、EG& G Berthold Japan社)にて 10秒間の累積発光量
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